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摘要 aB- 晶 状 体 蛋 白 属于 小 热 休克 蛋白 家 族 ,具有 分 子 伴侣 活性 。 在 阿尔 英 海 默 病 大 脑 中 , 星 
形 胶 质 细胞 表达 的 QB- 晶 状 体 蛋白 明显 上 调 , 并 且 这 些 上 调 的 aB- 晶 状 体 蛋 和 白 紧 密 地 分 布 在 B- 淀 
粉 样 蛋白 沉积 周围 。 为 了 在 分 子 水 平 上 研究 胞 外 aB- 蝇 状 体 蛋 和 白 在 阿尔 茨 海 默 病 中 的 作用 机 制 ， 
需要 获得 大 量具 有 生物 学 活性 的 QB- 上 晶状体 蛋白 。 根 据 毕 赤 酵 母 密码 子 偏 好 性 对 人 aB- 晶 状 体 

LO) 蛋白 基因 进行 优化 ,并 在 目的 基因 3' 端 加 上 6 个 组 氨 酸 标签 ,优化 后 的 基因 克隆 到 巴 斯 德 毕 赤 酝 

AHF ( Pichia pastoris) 表达 载体 pPICOK 上 ; 电 转 入 毕 赤 酵母 GS115 中 ;优化 确定 最 佳 表达 条 件 为 : 

BMGY 与 BMMY 的 转 接 比 为 2:1, 表 达 时 间 为 72h, 甲 醇 补 加 终 浓 度 为 0.5% ;经 Western blotting 
鉴定 ,获得 20kDa 的 目的 蛋白 ,以 及 18.6kDa 和 13. 1kDa 两 个 蛋白 质 片 段 ,重组 目的 蛋白 出 现 了 
部 分 降解 ,纯化 获得 20kDa 目的 蛋白 ;利用 胰岛 素 还 原 法 测定 该 片段 具有 分 子 伴 侣 活性 ,为 进 一 
步 研究 外 源 waB- 晶 状 体 蛋 白 在 阿尔 茨 海 默 病 中 对 星 形 胶 质 细胞 的 保护 机 制 黄 定 基 础 。 

ai] aB- 晶 状 体 蛋 白 基因 “ 巴 斯 德 毕 赤 酵母 ”密码 子 优化 ”表达 优化 ”分子 伴侣 活性 

“AN 中 图 分 类 号 Q816 


aB- 唱 状 体 蛋 白 (aB-erystallin ,Cryab ) 即 w- 唱 状 体 Akits 信号 通路 和 抑制 脑 内 线粒体 产生 活性 氧 (ROS ) ， 
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AREY B 链 ,是 眼 晶状体 蛋白 的 主要 成 分 " 。 该 蛋白 质 。 外 源 的 Cryab 保护 星 形 胶 质 细胞 免 于 细胞 死亡 ,起 


PETERS ,包括 中 枢 神经 系统 也 有 表达 ,Cryab WAEREA 。Papue 等 "” 研究 指出 , AD AB 


有 效 


Vee 7) 2) FPA KR E BE A (small heat-shock protein, Cryab 上 调 会 引发 体液 免疫 应 答 IgM 和 IgG 自身 抗体 


sHSP) ,具有 分 子 伴侣 活性 功能 ,并 能 防止 蛋白 质 积 聚 ， ”的 滴 度 增加 可 用 作 疾 病 生物 标志 物 。 人 Cryab 可 能 


起 到 保护 细胞 的 作用 。 在 阿尔 欧 海 默 病 (Alzheimer s 衰老 细胞 和 组 织 中 内 源 性 保护 机 制 的 一 个 重要 组 


=I 
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disease,AD ) 患 者 大 脑 中 Cryab 的 表达 上 调 ,在 星 形 胶 分。 人 Cryab 的 多 功能 活性 源 自 暴露 在 分 子 表面 上 的 


质 细 胞 和 小 胶 质 细胞 中 发 现 Cryab 主要 限于 老年 斑 和  ” 相互 作用 肽 序列 。 多 个 非 共 价 相互 作用 序列 可 以 


解释 


神经 纤维 缠 结 ,表明 Cryab 与 AD 中 淀粉 样 蛋白 沉积 相  Cryab 对 未 折 帮 蛋白 质 起 作用 的 选择 性 和 灵敏 性 。 
关 , 但 其 因果 关系 尚未 知 ”“]。 已 有 研究 表明 ,Cryab 蛋 因此 ,得 到 具有 生物 学 活性 的 Cryab 对 于 人 研究 外 源 
白 通 过 与 A 蛋白 直接 结合 等 方式 有 效 地 阻止 A 蛋白 的 Cryab 在 AD 中 对 星 形 胶 质 细胞 的 保护 机 制 ,进而 探索 
聚集 及 其 细胞 毒性 作用 "” 。 AD 发 病 机制 和 治疗 具有 重要 意义 。 为 进一步 研究 外 

近来 研究 发 现 ,Cryab 作为 一 种 小 分 子 热 激 蛋 W Cryab 在 AD 中 对 星 形 胶 质 细胞 的 保护 机 制 英 定 
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白 ,在 一 些 磷酸 化 激酶 的 调节 网 络 中 扮演 重要 角色 ,而 A 
异常 磷酸 化 蛋白 与 AD 发 病 时 神经 纤维 聚集 有 关 。 在 随 着 蛋白 质 


iml) 


组 技术 的 发 展 和 重组 多 肽 类 药 


物 在 


血清 缺乏 和 有 毒 试 剂 刺激 下 ,通过 激活 MAPK PBK / ”临床 中 的 应 用 ,Cryab 主要 在 大 肠 杆菌 中 表达 ” 。 毕 
* 通讯 作者 ,电子 信箱 :liuyan@ swu. edu. cn 达 系 统 , 具 有 较 强 的 蛋白 质 加 工 修饰 能 力 和 先进 的 表 
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达 调 控 机 制 ,如 磷酸 化 、 糖 基 化 、 酰 胺 化 及 蛋白 质 酶 水 
解 等 蛋白 功能 。 利 用 毕 赤 酵母 进行 分 泌 表 达 ,具有 杂 
蛋白 少 的 特点 ,有 利于 重组 目的 蛋白 的 纯化 。 因 此 ,我 
们 期 望 通过 毕 赤 酵母 表达 系统 表达 得 到 具有 生物 学 活 
性 空间 结构 更 加 接近 于 天 然 蛋白 的 人 Cryab。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

Pichia pastoris 整合 型 分 泌 表 达 质 粒 pPICIK 购 自 
Invitrogen 公司 ; 毕 赤 醇 母 菌株 GS115, 18 EW E. coli 
(DH5a) 本 实验 室 保存 ;各 类 限制 性 内 切 核 酸 酶 、T4 
DNA 连接 酶 均 购 自 TaKaRa 公司 ,RNase 购 自 上 海 生 工 
公司 ;引物 由 上 海 英俊 (Invitogen) 公司 完成 ; 胶 回 收 试 
A DNA 纯化 试剂 盒 购 自 天 根 生物 。YPD .BMGY 和 


BMMY 培养 基 均 按 Invitrogen 公司 的 毕 赤 酵母 菌 实验 


操作 手册 配制 。 

1.2 实验 方法 

1.2.1 Cryab 密码 子 优化 BAR Gene Bank 中 Cryab 
基因 序列 ,根据 毕 赤 酵母 密码 子 偏好 ,在 不 改变 氨基 酸 
序列 的 前 提 下 ,利用 密码 子 优 化 软件 对 Cryab 基因 进行 
密码 子 优化 ,并 在 序列 的 5' 端 设计 了 Xho I 酶 切 位 点 ， 
在 3' 端 设计 了 EcoR I 酶 切 位 点 。 将 优化 构建 好 的 基因 
序列 送 至 上 海 生 工 公司 合成 ,合成 的 基因 连接 到 pMD- 


18T 载体 中 。 
1.2.2 人 毕 赤 酵母 表达 载体 的 构建 ”Crmab 基因 扩 增 : 


为 便于 目的 蛋白 用 亲 和 层 析 法 进行 纯化 ,在 Cryab 全 长 
序列 上 加 入 一 段 6 个 组 氨 酸 的 His 标签 。 以 pMD-18T 
载体 (含有 Cryab 全 长 cDNA) 为 模板 ,用 合成 的 上 游 引 
物 和 下 游 引物 ( 表 1) 进 行 PCR 扩 增 。 


表 1 Cryab 扩 增 引物 
Table 1 The primers used for Cryab 


Primer name 


Primer sequence (5'-3") 


Forward 


| Reverse 


CCGCTCGAGAAAAGAATGGACATCGCTATTCATCATCC( 下 划 线 为 Xho I 和 Kex2 酶 切 位 ) 
GACGACGAGGATTCTTCGTAGTAGTAGTAGTAGTAGTATTCCTTAAGGCC( 下 划 线 为 EcoR I 酶 切 位 点 ) 


CO 重组 载体 的 构建 :将 扩 增 得 到 基因 和 pPIC9K 分 别 
Jo 1 和 EcoR 1 进行 酶 切 ,将 回收 酶 切 后 的 目的 基因 
WEES pPICOK 载体 片段 以 摩尔 浓度 比 3/1 加 入 到 
RSH JA T4 DNA 连接 酶 后 16°C 连接 过 夜 。 将 
连接 物 转 和 大肠 杆菌 DH5a 感受 态 细胞 中 ,利用 含有 
相 原 抗生素 (Amp ) 的 LB 固体 培养 基 进 行 筛选 ,经 菌落 
POB) 短 选 阳性 克隆 大 肠 杆菌 菌株 , 酶 切 鉴定 后 ,进一步 
送 至 上 海 英 滩 捷 基 贸 易 有 限 公司 测序 。 

Cryab 毕 赤 酵母 表达 菌株 的 构建 :提取 质粒 Cryab/ 

pPIC9K ,用 Sac 1 酶 切线 性 化 后 ,电击 法 转化 GS115 感 
受 态 细胞 。 电 转 完成 后 涂 布 RDB 平板 ,30%C 培养 48h 
左右 ,观察 到 酵母 重组 转化 子 的 乳白 色 菌 落 出 现 。 经 
菌落 PCR 鉴定 阳性 重组 子 , 获 得 Cryab 毕 赤 酵母 表达 
菌株 。 
1.2.3 Cryab 的 鉴定 和 表达 优化 ”Cryab 鉴定 :表达 上 
WZ SDS-PAGE 后 ,15V .40min 电 转 移 至 聚 偏 气 乙 烯 
(PVDF) 膜 上 ,于 含 5% 脱 脂 奶粉 的 TBST 溶液 中 4%C 封 
闭 过 夜 ,一 抗 为 His-Tag 鼠 抗 免 37% 孵育 1h, 二 抗 为 
HRG 标记 的 羊 抗 鼠 IgG 37% 孵育 2h ,经 过 显影 定 影 , 通 
过 目的 条 带 在 胶片 的 位 置 判断 目的 蛋白 的 表达 情况 和 
分 子 质量 大 小 。 


单 因 素 优 化 :参照 Invitrogen Multi-Copy Pichia 
Expression Kit 手册 ,筛选 到 的 阳性 菌株 进行 小 量 诱导 
表达 筛选 高 表达 菌株 。 筛 选 到 的 高 表达 菌株 进行 大 量 
表达 ,在 其 他 条 件 一 致 的 情况 下 进行 单 因 素 条 件 优化 ， 
分 别 对 诱导 时 间 、BMGY 换 成 BMMY 的 转 接 比例 .甲醇 
补 加 量 进行 优化 分 析 。 

正 交 优化 :根据 单 因素 条 件 优 化 结果 ,选用 正 交 设 
计 法 的 Ly (3 ) R, 以 甲醇 为 A 因素 (处 理 水 平 为 
0.5% .0.75% 1% ) ,BMGY 与 BMMY 的 体积 比 为 了 
素 (1:2 11 2:1), 发 酵 时 间 为 D 因素 (处 理 水 平 为 
60h 72h 84h) , 按 设 计 方 案 控制 表达 条 件 ,以 Cryab 的 
浓度 为 指标 ,确定 最 优 发 酵 方 案 。 

1.2.4 Coyab 纯化 和 鉴定 ”利用 最 优 发 酵 条 件 进行 目 
的 蛋白 的 表达 ,得 到 的 发 酵 液 进行 离心 去 除 菌 体 ,将 收 
集 的 上 清 用 0.22pm 滤 膜 过 滤 后 ,与 NiFF 混合 4C 过 
夜 ,进行 上 样 ,分 别 用 50mmol/L 和 200mmol/L 咪唑 pH 
为 7.4 的 PBS 洗 脱 液 进 行 分 步 洗 脱 ,收集 洗 脱 液 ,进行 
SDS-PAGE 电泳 检测 。 

利用 蛋白质 印迹 法 鉴定 纯化 得 到 的 重组 目的 
Ao 
1.2.5 重组 Cryab 活性 测定 


应 用 胰岛 素 还 原 实验 检 


测 “” Cryab 的 分 子 伴 个 活性 ,原理 为 Cryab 具有 分 子 伴 
侣 活性 ,能 够 抑制 还 原 剂 引 起 的 胰岛 素 B 链 聚 集 而 产 
生 的 沉淀 反应 ,从 而 判断 重组 蛋白 是 否 有 分 子 伴 倡 
活性 。 

实验 分 为 三 组 ,分 别 为 阴性 对 照 组 、 阳 性 对 照 组 和 
实验 组 。 阴 性 对 照 组 只 加 PBS 缓冲 液 , 阳 性 对 照 组 加 入 
胰岛 素 (0.8mg/ml 20mmol/L 磷酸 盐 缓冲 液 ) 和 还 原 剂 二 
硫 苏 糖 醇 [dithiothreitol( DTT) , 8. 0mg/ml 20mmol/L 磷 
酸 盐 缓冲 液 ] ;实验 组 为 胰岛 素 .DTT 和 Cryab( 胰岛 素 
与 Cryab 质量 比 为 1:1)。 利 用 分 光 光 度 计 检 测 可 见 光 
值 ,记录 数据 ;重复 三 次 实验 , 取 平 均值 ,并 作曲 线 图 ， 
进行 统计 学 分 析 。 
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24? 密码 子 的 优化 

OO 通过 调整 C + C 含量 ,在 不 改变 氨基 酸 的 前 提 下 ， 
对 Shab 基因 的 密码 子 进行 优化 ,其 中 涉及 109 个 密码 
TOME iE 86 个 氨基 酸 ,并 在 终止 密码 子 前 加 入 
Gy" His 纯化 标签 。 
2 有 =~ 质粒 Cryab/pPIC9K 的 构建 及 鉴定 

加 以 合 成 的 pMD-Cryab 质粒 为 模板 ,利用 上 、 下 游 引 
PST AREAL HY A 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 , 目 
的 基因 约 546bp ( 图 1a) ,与 预期 大 小 一 致 。Cryaby 
pRIGOK 质粒 经 Xho VEcoR I 酶 切 鉴 定 ,其 中 一 段 与 目 
翘 因 大 小 相符 (546bp ) ,证 明 Cryab 已 成 功 连接 到 
pPIEOK 载体 上 。 经 测序 ,进一步 确定 插入 片段 阅读 框 
和 经 向 是 正确 的 。 
2.3” 毕 赤 酵 母 表达 菌 的 构建 和 筛选 

线性 化 的 重组 质粒 电 转 化 进入 毕 赤 酵母 GS115。 
菌落 PCR 鉴定 ,结果 显示 1.3 ~ 12,14 ~ 21 泳 道 在 
500 ~750bp 均 出 现 了 目的 条 带 ( 图 2 ) ,表明 外 源 基 因 
和 酵母 染色 体 发 生 同 源 重组 ,获得 了 重组 酵母 菌株 。 
2.4 ”重组 蛋白 表达 条 件 优化 

对 表达 时 间 、 转 接 比 和 甲醇 补 加 量 进 行 单 因素 优 
化 ,SDS-PAGE 结果 ,显示 诱导 表达 至 60h ,72h 、84h 时 ， 
发 酵 上 清 的 目的 蛋白 含量 相对 较 高 (图 3a) ; 转 接 比 为 
1: 1 时 ,目的 蛋白 表达 量 最 高 (图 3c) ;每 隔 12h ANF 
醇 至 终 浓度 0. 75% , 重组 目的 蛋白 表达 量 最 高 (图 
3d) 。Western blotting 分 析出 现 分 子 质 量 为 20kDa、 
18.6kDa、13.1kDa 三 条 蛋白 质 片段 (图 3b)。L,(3') 正 
交 优化 实验 结果 表明 , 转 接 比 为 2: 1 甲醇 补 加 量 为 
0.5% .发酵 时 间 为 72h 时 ( 表 2) ,重组 蛋白 表达 量 最 高 。 


j 


—546 


(b) 


1 Cryab PCR 产物 凝 胶 电 泳 及 重组 质粒 酶 切 鉴定 
Fig.1 Gel electrophoresis of Cryab gene PCR 
products and identification of recombinant 
colonies by enzyme digestion 
(a) 1; Positive PCR results (b) 1; Recombinant plasmid digested 


with Sac I; 2; Recombinant plasmid digested with Xho I and EcoR I 


bp M 1 23 45 678 910 111213 14 15 1617 18 19 20 2122 23M 


图 2 酵母 菌落 PCR 结果 
Fig.2 Yeast PCR screening results 


1, 3-12, 14-21: Positive clones; 2, 13, 22: Negative clones; 


23: Positive control 


R2 重组 CRYAB 表达 条 件 L, (3” ) 正 交 优化 结果 
Table 2 Recombinant CRYAB expression condition 


orthogonal L, (3*) optimization results 


Protein 
oe Transfer Methanol Expression OA 
ratio (% ) time(h) 
(mg/L) 
1 3:1 0.25 60 147.8 
2 3:1 0.50 84 177.7 
3 3:1 0.75 72 183.5 
4 2:1 0.25 84 155.3 
3 2:1 0.50 72 230. 1 
6 2:1 0.75 60 217.2 
7 1:1 0.25 72 178.2 
8 1:1 0.50 60 189.5 
9 1:1 0.75 84 188.4 
kl 169.67 160.43 184. 83 
k2 200. 87 199.10 192. 27 
k3 185.37 196.47 173. 13 
R 30.33 38.67 19.14 


(b) 


(d) 
© 
3 诱导 时 间 、 转 接 比 .甲醇 对 重组 Cryab 的 
影响 和 Western blotting 鉴定 


Fig.3 Effect of induction time, transfer ratio and 
methanol concentration on the recombinant protein and 
Western blotting analysis 

(a) Induction time M: Low molecular weight protein marker; 1-6; 
Target protein with expressed by 36h, 48h, 60h, 72h, 84h, 96h; 
7: Negative control ( pPIC9K/GS115 ) (b) Western blotting 
analysis of recombinant protein (c) Transfer ratio 1; Negative 
control; 2-6; Transfer ratio of 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1 
(d) Methanol concentration 1-5; Methanol complement; 1.25% , 
1.0% , 0. 75% , 0.75% , 0.5% , 0.25% ; 6: Negative control 
(pPIC9K/GS115 ) 


2.5 重组 蛋白 的 分 离 纯化 及 鉴定 

发 醇 上 清 与 Ni-6FF 混合 上 样 后 ,通过 含有 
50mmol/L 和 200mmol/L HEME RY PBS 洗 脱 ,得 到 样品 通 
过 SDS-PAGE 分 析 ( 图 4a) ,结果 表明 ,重组 蛋白 全 部 挂 
柱 ,可 见 上 样 后 的 穿 过 峰 溶 液 中 没有 重组 蛋白 ,收集 到 
的 50mmolL 咪唑 洗 脱 液 中 可 见 分 子 质 量 为 18. 6kDa 
的 蛋白 片段 ,200mmolL 咪唑 洗 脱 液 中 可 见 分 子 为 
20kDa 的 蛋白 质 片 段 。 经 Western blotting 鉴定 ,证 实 纯 
化 得 到 的 目的 蛋白 为 20kDa( 图 4b) 。 


—20kDa—> 


(a) 


图 4 重组 蛋白 的 纯化 和 Western blotting 鉴定 
Fig.4 Purification of recombinant protein and 
Western blotting analysis of recombinant protein 
(a) M; Low molecular weight protein marker; 1, 2; Fermentation 
supernatant; 3; Through peak; 4; 50mmol/L elution peak; 
5: 200mmol/L elution peak (b) Western blotting analysis of 


recombinant protein 


R3 Cryab 白 纯 化 过 程 总 结 
Table 3 Summary of the purification of oB-crystallin 


y . Total Total . Percentage 
Purification Purity 
volume protein yield 
step (% ) 
(ml) (mg) (%) 
Fermentation 
200.0 59.8 78.9 100.0 
supernatant 
Ni-6FF 30.0 12.0 98.0 24.9 


2.6 Cryab 的 分 子 伴侣 活性 测定 
用 胰岛 素 还 原 实 验 对 毕 赤 酵母 表达 的 Cryab 进行 
了 分 子 伴侣 活性 检测 ,结果 显示 ,阳性 对 照 组 4 吸收 
值 高 于 实验 组 (图 6) ,说 明 毕 赤 酵 母 表 达 的 Cryab 具有 
生物 活性 ,能 抑制 还 原 剂 DTT 引起 的 胰岛 素 B 链 聚 集 
反应 ,说 明 重 组 目的 蛋白 具有 分 子 伴 侣 活性 。 


3 讨 论 


本 实验 根据 毕 赤 酵母 的 密码 子 偏爱 性 对 编码 
Cryab cDNA 进行 了 优化 ,确保 了 目的 蛋白 在 毕 赤 酵 母 
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1.0 —#— Negative control 
—e— Positive control 
—4—Cryab 
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图 6 Cryab 分 子 伴 侣 活性 测定 
Fig.6 Detection of the molecular chaperones 


activity of recombinant aB-crystallin 


COMA ZEA, MONET Cryab/pPIC9K 载体 ,通过 
达 条 件 进 行 优化 ,确定 该 菌株 的 最 适 表达 条 件 为 
Y PREI BMMY 的 比例 为 2: 1, SER 72h, 每 
[甲醇 至 终 浓 度 0.5% ,各 个 因素 的 影响 依次 
后 醇 浓度 > REVELL > SEWER TA 
从 NCBI 上 查 得 人 的 Cryab 的 分 子 质量 为 20kDa， 
大 肠 杆 菌 表达 得 到 的 分 子 质量 也 为 20kDa HE ai 
PERAH Cryab 经 SDS-PAGE 及 和 蛋白 质 印 迹 分 析 , 发 现 
Ap 量 分 别 为 20kDa .18. 6kDa 及 13. 1kDa 三 条 蛋白 
REPS EPL 18. 6kDa 为 主 , 推 测 可 能 是 在 表达 过 程 
ayab 出 现 了 部 分 降解 。 在 纯化 过 程 中 ,我 们 发 现 这 
种 分 子 质 量 的 蛋白 质 都 能 挂 柱 ,200mmolL 咪唑 洗 脱 
oe 
I 用 毕 赤 酵母 表达 外 源 目 的 蛋白 的 工 
业 技 术 已 经 相当 成 熟 , 但 在 表达 载体 构建 时 添加 了 
Kex-2 酶 切 位 点 后 ,仍然 出 现 了 目的 蛋白 降解 的 情况 鲜 
有 发 生 。 通 过 查阅 文献 得 知 ,上 毕 赤 酵母 的 液 泡 内 存在 
各 种 蛋白 水 解 酶 ,其 水 平 根据 营养 条 件 而 变化 ” ,其 中 
主要 的 蛋白酶 为 蛋白 酶 A、 和 蛋白 酶 B 、 羚 肽 酶 和 氮 肽 
H, BAO, SRAM A 过 表达 时 ,其 会 分 
泌 到 毕 赤 酵母 胞 外 "" 。 酵 母 细胞 在 遭受 到 饥饿 环境 、 
碳 源 .温度 和 pH 的 改变 时 细胞 膜 会 发 生 裂 解 。 在 
Sinha 等 2 的 研究 中 ,甲醇 营养 型 毕 赤 酵母 利用 AOX1 
启动 子 诱导 和 蛋白质 表 达 时 ,也 触发 了 胞 内 和 蛋白 酶 的 过 
表达 和 细胞 裂解 。 因 此 推测 在 发 酵 过 程 中 ,由 于 酵母 
细胞 的 裂解 ,导致 胞 内 和 蛋白酶 释放 到 培养 基 中 ,导致 目 
的 蛋白 的 降解 。 此 外 ,在 甲醇 营养 型 的 巴 斯 德 毕 赤 酵 
母 中 ,利用 甲醇 代谢 需要 高 氧 ,并 且 氧 代谢 将 产生 过 氧 


M 


EE LEAS ERIP PEE FA EAA, 
并 最 终 oo l ,在 这 些 压 力 条 件 下 ,酵母 细胞 通 
过 水 解 不 必要 的 蛋白 质 , 以 提供 氨基 酸 用 于 新 蛋白 质 
的 合成 2 。 我 们 的 目的 蛋白 属于 外 源 蛋 白 , 在 酵母 利 
用 甲醇 进行 代谢 时 ,我 们 的 目的 蛋白 可 能 被 水 解 成 氨 
基 酸 ,用 于 其 他 蛋白 质 的 合成 。 
利用 胰岛 素 还 原 实验 确定 表达 
状 体 蛋白 具有 分 子 伴侣 活性 。 
进一步 可 对 Cyrab 进行 改 构 ,以 解决 Cyrab 降解 问 
题 ;其 次 ,可 以 比较 毕 赤 醇 母 表达 系统 和 大 肠 杆 菌 表达 
系统 所 得 到 的 的 Cryab 的 生物 学 活性 ,以 及 对 于 后 续 研 
究 的 影响 ,得 到 Cryab 更 适合 的 表达 系统 ;纯化 得 到 的 
蛋白 质 具 有 生物 学 活性 ,因此 可 以 用 来 进行 后 续 实 验 。 
为 探究 Cryab 在 阿尔 兹 海 默 病 的 发 病 机 制 扮演 的 角色 ， 
找到 阿尔 兹 海 默 病 治 疗 方法 奠定 基础 。 
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Construction of Pichia pastoris Expression Vector of Codon Optimized 
oaB-crystallin Gene and Expression Optimization 


FENG Xue GAO Xiang NIU Chun-qing LIU Yan 
(College of Life Science, Southwestern University, Chongqing 400715, China) 


“= Abstract B-crystallin is a member of the small heat shock protein family, which has the molecular 
cl¥fferones activity. The expression of «B-crystallin increases obviously in astrocytes in the brains of Alzheimer’ s 
disease (AD) patients, and colocalizes with B-amyloid (AB) protein deposition densely. In order to study the 
mechanism of extracellular «B-crystallin in Alzheimer’ s disease at molecular level, need to obtain a large amount 
of active @B-crystallin. According to the Pichia pastoris codon preference, the codons of a@B-crystallin gene and 
added six histidine residues at the 3’ terminal of the gene . Then the optimized gene is claned into pPIC9K and 
transferred the vector into Pichia pastoris GS115 is optimized through the electroporation method. The best 
expression conditions are as follows; the transferring proportion of BMGY and BMMY is 2:1; the expression time 
is 72h and adding the methanol to the final concentration to 0.5%. There are three protein fragments by Western 
blotting, and the molecular weights of them are: 20.0kDa, 18. 6kDa and 13.1kDa. The recombination protein 
was partially degraded and obtained the purified 20kDa fragment, which has molecular chaperones activity using 
insulin reduction method. The result may make a base line for further studing protection mechanism of exogenous 
aB-crystallin to astrocytes in Alzheimer’ s disease. 

Key words qB-crystallin Pichia pastoris Codon optimization Expression optimization Molecular 


chaperone activity 


